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Lezione 13 

Legame antigene-anticorpo 
Metodiche immunologiche 



Dose antigene ed immunogenicità 



1 IO 2 io 3 io" 10 s io 6 io' IO 8 



Immunogenicità delle proteine 



Factors that i 


nfluence the immunogenicity of proteins 


Parameter 


Increased immunogenicity 


Decreased immunogenicity 


Size 




Small (MW<2500) 




Intermediate 


High or low 


Route 


| Subcutaneous > intraperitone 


1 > intravenous or intragastric 




Composition 








Particulate 


Soluble 


Denatured 


Native 


Similarity to self protein 


Multiple differences 


Few differences 


Adjuvants 


Slow release 


Rapid release 


Bacteria 


No bacteria 


Interaction with host MHC 


Effective 


Ineffective 



Adiuvanti comuni e modalità di azione 



Adjuvants that enhance immune responses 


Adjuvant name 


Composition 


Mechanism of action 


Incomplete Freund's adjuvant 


Oil-in-water emulsion 


Delayed release of antigen; 
enhanced uptake by 
macrophages 


Complete Freund's adjuvant 


Oil-in-water emulsion 
with dead mycobacteria 


Delayed release of antigen; 
enhanced uptake by 
macrophages; induction of 
co-stimulators in macrophages 


Freund's adjuvant with MDP 


Oil-in-water emulsion 

with muramyldipeptide (MDP), 

a constituent of mycobacteria 


Similar to complete 
Freund's adjuvant 


Alum (aluminum hydroxide) 




Delayed release of antigen; 
enhanced macrophage uptake 


Alum plus 
Bordetella pertussis 


with killed B. pertussis 


Delayed release of antigen; 
enhanced uptake by 
macrophages; induction 
of co-stimulators 


Immune stimulatory 
complexes (ISCOMs) 


Matrix of Quii A 
containing virai proteins 


Delivers antigen to cytosol; 
allows induction of cytotoxic 
T cells 



DPT 



Aptene e carrier 





V 


<* 

A A 


T 


est for differe 
odies in antis 


t 


Binding 
to free 


Binding 
to hapten 


Binding to 








fi 


la 





Antigene diverso da 
Immunogeno 



Epitopi lineari e conformazionali 






Ig binds to 




Ig binds to 




determinant in 




determinant in 


1 Determinant lost 1 


denatured 




both native and 


| by denaturation | 


protein only 




denatured protein 
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Determinant near 
| site of proteolysis| 
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Affinità, avidità, valenza 



Fab 


IgG 


IgG 


IgM 


0 









antibody 


Fab 


IgG 


IgG 


IgM 


effective antibody valence 


1 


1 


2 


upto 10 


antigen valence 


1 


1 


n 


n 


equilibrium Constant (L/M) 


10 4 


10 4 


10 7 


IDI 1 


advantage of multivalence 






10 3 -fold 


10 7 -fold 


definition of binding 


affinity 


affinity 


avidity 


avidity 




intrinsic affinity 


functional affinity 
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Legame cooperativo 



Associatori and dissociation 
of a monovalent antigen 




Small antigen, 2 epitopes: 
antigen valence = 2 


v}y 






Association and dissociation 
of a multivalent antigen 




Intermediate antigen, 6 epitopes: 
antigen valence = 4 


Y 

•^^^ 








Large antigen, 10 epitopes: 
antigen valence = 8 
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dissociation (Kdiss) 


association (Kass) 












regeneration 

V^egeneration 
buffer 


running 
buffer 


sample 


running 
buffer 



sample à 
injection [] 



end of $ 
injection J 



immobilised antibody o antigen 



D Fleshandbones.com Roitt et al: Immunology 6E 



Applicazione della plasmon resonance: calcolo affinità TCR 



The ligand to be tested, 
in this case MHOpeptide 
complexes, is 



Soluble T-cell receptors 
are allowed to flow over 
the surface and bind 
to the MHOpeptide 




Receptor binding 
reaches equilibrium 



Unbound receptors a 
washed away; continued 
washing removes 
receptors as they 
dissociate f rom the 
MHOpeptide complex 




/TV 



According to the law of mass action, the ratio of k off to k on is the 
K A of receptor binding: 
K A = 1/K D = k on / k off . 

The units are consistent: k off is in units of min" 1 ; k on is in units of 
jVWmin" 1 , so K A is in units of M. 

If binding follows the law of mass action, the K d calculated this 
way should be the same as the K d calculated f rom a saturation 
binding curve. 



antigen-antibody reactions 
are reversible 



Ab Ag AbAg 



applying the Law of Mass Action 



equilibrium Constant or affinity, K, 
is given by 



[AbAg] 
[Ab] [Ag] 
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Dialisi all'equilibrio per il calcolo dell'affinità 



Figura 9.5 

l'anticorpo e 

all'interno e all'esterno di un tubo da dialisi costituito da una 
membrana semipermeabile, per cui la concentrazione dell'anti- 
gene Meninge eventualmente l'equilibri» su entrambi i lati della 
membrana. (B) Se le molecole anticorpali sono poste all'interno 
del tubo, gli anticorpi essendo grandi molecole non possono dif- 
fondere attraverso la memi-] in i sia dialisi L'affinità dell'anticorpo 
per l'antigene viene calcolata in base alla quantità di amisene che 
è rimasta all'interno del tubo ed e paragonabile alla concentra- 
zione dell'antigene libero ali esterno Se l'antigene viene rivelato 
mediante una marcatura indi»atti\.i dell» stesso, si può misurare 
Li quaniiia di antigene Livi» all'esterno della niciiil'iaiia Assu- 
mendo che la concentrazione dell luticene libero all'interno della 
membrana eguaglia la c»ncentra/i»ne dell'antigene libeio al- 
l'esrerno della mcmbi alia, qualsiasi udn ..invita ddi/ionalc all'in- 
terno della membrana iappioseiita Li quantità di antigene legato, 
ovvero la quantità di antigene complessato all'anticorpo (Ag-Ab). 
(C) Questi dati possono essere trasfoi man mediante l'equazione di 
Scatchard che permette di stimare l'affinità di un anticorpo per il 
su» antigene. Se il valore di |Ag - Ab| [Ag ll( ..„ 1 . la concenti azione 
dei complessi antigene-antKoipo di\ as» Li ,.,ni, enti azione dell'an- 
tigene Ubero) viene posta su gialuo in funzione della [Ag - Ab) 
(la concentrazione dei » nnplessi intigene-anticorpo), la pendenza 
della curva corrisponde a " " 





Equilibrium dialysis of diffusible antigen 


Low concentration of 
antigen, no antibody 


Antibody with low 
concentration of antigen 


Antibody with high 
concentration of antigen 


• 

• • 

.dialysis * _ 




• • 
• • 


■ membrane ■ 
• 

' . • 


, 


» . . • 1 


concentration 1N = 
concentration 0UT 


concentration IN = concentration 0UT + concentration BOUND 


Scatchard analysis 


offree 
antigen (c) 


Single antibody 


Mixture of antibodies 


Mixture of antibodies 


\<lope =association 
\s Constant 

V cu 


\ K aì 


slopeatx=1 
\ Constant (ÌCJ 




12 12 12 
Moles antigen bound per mole antibody (=r) 



Cromatografia di affinità per isolare anticorpi con unica specificità 





n:bc; 

i 

.vasi 


d 

body | 


2 [5 


T 

IL 


^ r 

ody | 
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Gli anticorpi monoclonali 



antibody from 
mouse immunized 
with antigen A 



cells 

(immortai) lacking 

antibody 
secretion and the 
enzyme HGPRT 



Mix and fuse cells with PEG 



Transfer to HAT 



<M 



Immortai hybridomas proliferate; 
mortai spleen cells and unfused 
HGPRT- myeloma cells die 



HAT= ipoxantina, aminopter 



Transfer to HAT 



® • # 

^4 



Immortai hybridomas proliferate; 
mortai spleen cells and unfused 
HGPRT- myeloma cells die 



Select hybridoma that makes 
antibody specific for antigen A 



0 



0 
A 



Clone selected hybridoma 



A A A A A il 



HGPRT = ipoxantina -guanina fosforibosil transferasi 



• Reazioni anticorpali primarie 

• Reazioni anticorpali secondarie 
•Titolo antisiero 



Immunoprecipitazione in fase fluida 




Antigene aggiunto 



B Immunoprecipitazione in fase fluida 



w 

Soluzione Soluzione di antigene + Zona opaca 

di antigene soluzione di anticorpo di equivalenza 



Immunocomplessi= complessi antigene -anticorpo 



Immunoprecipitazione su fase solida 



C Test di Mandi 



u tquivaieuz 



Eccesso di antigene 



-A /- 



Equivalenza 
iticorpol Eccesso di ar 

\ 7 



/ X \ 



• • • • 

o o o O 
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ELISA, saggio immunoenzimatico (enzyme-linked immunosorbent assay) 



with antigen 








3 add test amibody 


enzyme 

r- <£F^ portion 

v «-^ 




5 add ligand 


6 wash 




^^^-•-H I '2 chromogsn 

^ 1 :•: 


8 develop piate 




% N % $ %k & & <f\ ^ ^S* uSt 


$ t • 
• 


• • 
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ELISA diretto ELISA a sandwich 
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Tetrameri (pentarneri) AAHC per 
visualizzare linfociti T antigene- 
specifici 






H MHC class I 




1 








Peptide: 


MHC tetramers are bound by 
expressing receptors of the 
ppropriate specifìcity 






A 

r * 






r 

i 


■m 






Janeway's Immunobiology, Seti. ( 





Immunof luorescenza diretta ed indiretta 



direct indirect 


indirect complement 
amplified 


fluoresceinated 
antibody 

ASS. 


antibody 

A 


antibody 

A 


wash 


wash 


wash 




add fluoresceinated 
anti-lg 


add complement 

o $\ O 


wash 


wash 






add fluoresceinated 
anti-C3 antibody 

/a 




wash 





Dissociate in SDS 



95 68 45 12 



J M 

— v — 



-0- 



95 68 45 12 



II 



Transfer to nitrocellulose 
overlay with 



A A 



il 



Detect bound antibody w 
enzyme-linked anti-lgG 

I il 



120 40 24 
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